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HAMOGLOBIN-HYDROXYETHYLSTARKE KONJUGATE ALS SAUERSTOFF-TRANSRORT-MITTEL 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Sauerstof f-Transport- 
Mittel, die Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugate enthalten, 
sowie Verfahren zu deren Herstellung. Die Erfindung betrifft 
ferner die Verwendung der Sauerstof f-Transport-Mittel als Blut- 
ersatzstoff, Plasraa-Expander , Perf usionsmitttel , Hamodilutions- 
mittel und/oder kardioplegische Losung. 

Die Entwicklung von stromaf reien Hamoglobin-Losungen, sogenann- 
ten "Hamoglobin- Based-Oxygen Carriers" (HBOC's), die als Blut- 
ersatzstoff verwendbar sind, ist seit langem ein vordringliches 
Ziel der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung. 

Blutverlust, beispielsweise als Folge eines Unfalls Oder einer 
Operation, wird in den meisten FSllen mit einer allogenen Blut- 
spende behandelt. Die damit assczierten Probleme des unkontrol- 
lierten Transfers von pathogenen Organismen, insbesondere von 
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Viren wie HIV oder Hepatitis-Erregern, sowie die Notwendigkeit 
der Blutgruppentypisierung vor der Transfusion sind dem Fachmann 
seit langem bekannt und in der Literatur urafassend beschrieben. 

5 Ein als vollwertiger Blutersatz verwendbares HBOC-Produkt wiirde 
nicht nur diese Probleme Ibsen, sondern konnte dariiber hinaus 
als Plasma-Expander, Perf usionsmittel , Hamodilutionsmittel und/- 
Oder kardioplegische Losung verwendet werden . 

10 Obgleich der Bedarf an einein derartigen Produkt bereits friihzei- 
tig erkannt vmrde (vgl. Rabiner, J. Exp. Med. 126 . (1967) 1127), 
hat bisher keines der bekannten HBOC-Produkte den Status eines 
zugelassenen Arzneimittels erreicht. 

Das natiirliche Sauerstof f-Transport-Mittel ist der Blutf arbstof f 
Hamoglobin, ein Chroinoprotein mit einein Molekulargewicht (MG) 
von 64 Kilodalton (kDa) . Das Protein besteht aus zwei a- und P- 
Peptidketten, die als prosthetische Gruppe jeweils ein Ham ge- 
bunden haben* Dabei handelt es sich um einen Porphyrin-Ring mit 
zentralem Eisen-Atom. Isolierte Hamoglobin-Molekiile sind sehr 
instabil und zer fallen rasch in die stabileren a,p-Dimere (MG 
32 kDa) . Die biologische Halbwertszeit von isoliertem Hamoglobin 
im Blutkreislauf liegt bei etwa 1 Stunde, da die Dimere schnell 
iiber die Nieren ausgeschieden werden. Dabei erzeugen die Dimere 
nephrotoxische Nebenwirkungen (vgl. Bunn & Jandl, J. Exp. Med. 
122./ (1967) 925-934). 

Die zunachst entwickelten HBOC-Produkte besaJien zudem ein 
nephrotoxisches Potential, das auf Verunreinigungen der Produkte 
30 mit zellularen Bestandteilen zuriickgef iihrt wurde (vgl. Relihan, 
Ann. Surg, 176 . (1972) 700). 

Ferner fehlt einer isolierten Hamoglobin-Zusammensetzung das 
2 , 3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG)^ welches den naturlichen, allo- 
35 sterischen Aktivatdr der Sauerstof f bindung darstellt. Daraus 
resultiert eine gesteigerte Sauerstof f-Bindungsaffinitat des 
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isolierten Hemoglobins und, damit einhergehend, ein verringertes 
Sauerstof f-Freisetzungsvermogen derartiger Zusaminensetzungen . 

Entwicklungsarbeiten an derivatisierten Hamoglobin-Molekiilen 
5 waren daher in erster Linie darauf gerichtet,. deren Sauerstoff- 
ubertragungseigenschaf ten zu verbessern, sowie die nephrotoxi- 
schen Symptome zu umgehen. Dabei wurde Hamoglobin intramolekular 
vernetzt . zur Bildung von polymeren HBQC-Formen intermolekular 
verkniipft und/oder an Polymere gekoppelt, um kon-^uqierte HBOC- 
10 Formen zu schaffen. Dabei wurden auch Mischformen von intra- und 
intermolekular vernetzten HSmoglobin-Derivaten hergestellt und 
auf die geplante Verwendung hin untersucht . 

Die Vernetzung von Hamoglobin mittels bi- oder polyf unktionaler 
15 Vernetzungsmittel kann selektiv oder nicht-selektiv erfolgen. 
Bei einer Form der selektiven Vernetzung werden zwei Protein- 
ketten des Hemoglobins intramolekular miteinander verbunden, 
wodurch die natiirliche tetramere Form des isolierten Hamoglobin- 
Molekiils stabilisiert wird. Durch Auswahl eines geeigneten Ver- 
20 netzungsroittels kann die Sauersto£f-Af f initat des Hamoglobins 
ferner so eingestellt werden, dafl vernetztes Hamoglobin unter 
physiologischen Bedingungen Sauerstoff reversibel binden kann. 
Beispiele fiir derartige Vernetzungsmittel sind Pyridoxalphosphat 
und Diaspirin sowie deren Derivate. Verfahren zur Vernetzung von 
25 Hamoglobin werden beispielsweise in Benesch (Meth. Enzymol., 
Vol. 231 (1994), 267-274), Keipert et al . (Transfusion, Vol. 25. 
(1989), 767-773), Snyder et al . (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, M 
(1987), 7280-7284) und in Rogers et al • (Biochim. et Biophys . 
Acta, 1248 (1995), 135-142) beschrieben. 

30 

Bei einer nicht-selektiven Vernetzung entstehen intermolekular 
vernetzte, polymere HBOC-Produkte . Cntsprechende Vernetzungs- 
mittel und Verfahren zu deren Verwendung werden beispielsweise 
in DE-26 07 706, EP-0 646 130 und Hai et al . (Art. Cells, Blood 
35 Subs, and Immob. Biotech, 22 f 3^ ( 1994), 923-931) beschrieben. 
Einen Uberblick iiber verschiedene Hamoglobin-Derivate und die 
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mit dem klinischen Einsatz verbundenen Probleme geben die Verof- 
fentllchungen von Gould et al . , Transfus. Sci. 2Jk, (1995) 5-17, 
und Chang et al . , Biomat., Art. Cells & Immob. Biotech., 2£., 
(1992) 159-179. 

5 

Bekannte HSinoglobin-Kon jugate werden umfassend in Xue und Wong 
(Meth. in Enzymol., 231 (1994), S. 308-322) und beispielsweise 
in DE 26 16 086 oder DE 26 46 854 beschrieben. Letztere of fen- 
bart Verfahren mittels derer Hamoglobin an Hydroxyethylstarke 

10 gebunden wird, indem Hydroxyethylstarke zunachst mit Natriumpe- 
riodat umgesetzt wird. Dabei entstehen Dialdehyde, an die Hamo- 
globin gebunden wird. Demgegeniiber beschreibt die DE 26 16 086 
die Kopplung von Hamoglobin an Hydroxyethylstarke nach einera 
Verfahren, bei dem zunSchst ein Vernetzungsmittel (z.B. Bromcy- 

15 an) an die Hydroxyethylstarke gebunden wird und anschliefiend 
Hamoglobin an das Zwischenprodukt gebunden wird. 

Die Sauerstof f-Bindungsaf f initat der Hamoglobin-Derivate hangt 
neben der Auswahl von geeigneten Vernetzungs- und/oder Polymeri- 

20 sationsmitteln auch vom Liganden der Ham-Gruppe wahrend der 
Vernetzung und/oder Polymerisation ab. Oxy-Hamoglobin oxidiert 
schnell zu Met-Hamoglobin (Fe-III), welches eine zu hohe Sauer- 
stof f-Bindungsaf f initat besitzt, um als Sauerstof f-Transport- 
Mittel geeignet zu sein. Daher wurden die genannten Verfahren 

25 zur Herstellung von HBOC-Derivaten auch mit teilweise oder voll- 
standig desoxygeniertem Hamoglobin durchgefiihrt (vgl. Benesch, 
R. E. a.a.O. ) . 

Die bisherigen Verfahren zur Herstellung von vernetzten und/oder 
30 konjugierten HBOC-Produkten ermoglichten jedoch keine selektive 
Bindung von Hamoglobin an das jeweilige Polymer. Es entstand in 
alien Verfahren ein Gemisch von Co-Polymeren, dessen Bestand- 
teile unterschiedliche biologische Aktivitaten aufwiesen. Das 
Reaktionsprodukt , bzw. die Zusammensetzung der Mischung konnte 
35 bislang nur grob charakterisiert werden. Sowohl die hohermole- 
kularen Produkte (MG > 500 kDa) als auch residuale, tetramere 
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Forxnen fiihrten zu toxischen Nebenwirkungen . Die Entfernung der 
jeweiligen nieder- und/oder hochmolekularen Anteile aus den 
HBOC-Produkten, zum Beispiel durch zusatzliche Filtrations- 
schritte, bedingt betrachtliche Ausbeuteverluste ^ wodurch die 
5 Wirtschaf tlichkeit der Herstellungsverf ahren erheblich ver- 
schlechtert wird. 

Die bisher getesteten HBOC-Produkte wiesen zusatzlich vaskulare 
Nebenwirkungen auf, die nach neuesten klinischen Studien auf 

10 niedermolekulare, d.h. im wesentlichen tetramere HBOC-Formen 
zuriickzufuhren sind (vgl. Gould et al . , a.a.O., und Alayash & 
Cashon, Molecular Medicine Today, 1, (1995) 122-127). Diese 
niedermolekularen HBOC-Formen sind in der Lage, aus dem Blut- 
kreislauf in die endothelialen Zellagen der Blutgefaiie uberzu- 

15 treten* Die hohe Bindungsaf f initat des Hamoglobin fiir das Stick- 
oxid (NO, auch bekannt als Endothelial-Derived Relaxing Factor, 
EDRF) fiihrt dazu, dafl sich die frei verfiigbare NO-Menge in die- 
sem Gewebe nach Applikation von HBOC-Derivaten drastisch redu- 
ziert. Als Folge der lokalen Verringerung der NO-Konzentration 

20 entsteht eine systeitiische Vasokonstriktion, die zu Hypertonie 
f tihrt . 

Jia et al. (Nature, 380 . (1996) 221-226) schreiben dem Hamoglo- 
bin sogar eine zentrale Rolle in der Regulation des NO-Kreis- 

25 laufs zu, Demnach wird Hamoglobin in der Lunge kooperativ oxyge- 
niert und S-nitrosiliert • Die NO-Gruppe wird wahrend des arte- 
rio-venosen (jbergangs auf andere Proteine vibertragen, welche da- 
durch eine NO-ahnliche, gef aAerweiternde Aktivitat erlangen. 
Vernetzte HBOC-Produkte besitzen jedoch in der Regel keine ko- 

30 operativen Eigenschaf ten mehr. 

Eine weitere toxische Aktivitat der bisher getesteten HBOC-Pro- 
dukte wurde u.a. von Alayash und Cashom beschrieben (vgl. Molec. 
Med. Today, (1995) a.a.O.). Demnach sind Hamoglobin-Molekiile au- 
35 Berhalb der Erythrozyten an Redoxreaktionen beteiligt, in deren 
Verlauf hochreaktive Hamoglobin- und Sauerstoff-Spezies entste- 
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hen, die u.a. fur Lipid-Peroxidation verantwortlich gemacht 
werden • 

Um die toxischen Nebenwirkungen der bislang getesteten HBOC- 
5 Produkte zu unterbinden, wurden Applikationsf ormen entwickelt, 
bei denen Hamoglobin in Liposomen verpackt wird, wodurch kiinst- 
liche, Erythrozyten-ahnliche Transportorganellen fiir Hamoglobin 
entstehen (vgl. Rudolph et al . , Crit . Care Med, 22.f ( 1994) 142- 
150). Der hohe Eintrag von Phospholipiden in den Blutkreislauf 
10 ist jedoch init einem weiteren Risiko fiir die Patienten verbun- 
den. 

Zusammenf assend kann f estgehalten werden, dal5 die bisher gete- 
steten HBOC-Produkte keine Arzneimittelzulassung erhalten haben, 
15 da deren klinische Vein^^endung als Sauerstof f-Transport-Mittel 
bisher durch eine unzureichende Vertraglichkeit verhindert wur- 
de. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Sauerstof f- 
20 Transport-Mittel zur Verfiigung zu stellen, welches als Bluter- 
satzstoff klinisch verwendbar ist. Eine weitere Aufgabe dieser 
Erfindung liegt in der Bereitstellung eines geeigneten Herstel- 
lungsverf ahrens fiir das erf indungsgemaAe Sauerstof f -Transport- 
Mittel. 

25 

Diese Aufgabe wird durch ein Sauerstof f-Transport-Mittel gelost, 
welches ein Hainoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat enthalt, in 
dem Hamoglobin und die Hydroxyethylstarke selektiv iiber Amidbin- 
dungen zwischen freien Aminogruppen des Hamoglobins und der in 
30 oxidierter Form vorliegenden reduzierenden Endgruppe der Hy- 
droxyethylstarke miteinander verkniipft sind. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, da/i erf indungsgemafle 
Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugate heirvorragend als Sauer- 
35 stof f-Transport-Mittel geeignet sind, da diese besonders gut 
vertraglich sind. Das Mittel weist eine Sauerstof fbindungsaffi- 
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nitat auf , die eine reversible Sauerstof f-Bindung unter physio- 
logischen Bedingungen ermoglicht (P50 von 20 bis 80 mm Hg, vor- 
zugsweise von 20 bis 50 mm Hg; wobei die Bestimmung des P50 bei 
maximaler Anreicherung mit reinem Sauerstof f - mindestens 150 mm 
5 Hg - erfolgt). Das Harooglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat ist zu 
grofi, urn in die endothelialen Zellagen der BlutgefaBe einzudrin- 
gen, und verursacht daher keine hypertonischen Nebenwirkungen. 
Das Sauerstof f-Transport-Mittel enthalt weder antigene noch 
pyrogene Bestandteile und verursacht auch keine nephrotoxischen 
1 0 Nebenwirkungen . 

Erf indungsgemaB wurde iiberraschenderweise f estgestellt ^ daB die 
vorteilhaften rheologischen Eigenschaf ten, die Hydroxyethylstar- 
ke zu einem bevorzugten Mittel fiir die Hamodilution und zum 

15 Volumenersatz gemacht haben (vgl. Weidler et al • , Arzneim . -For- 
schung/ Drug Res., 11, (1991) 494-498), in dem Konjugat erhalten 
bleiben. Die gute Vertraglichkeit des Sauerstof f-Transport-Mit- 
tels begriindet sich somit auch durch eine iiberraschende Kombina- 
tion der vorteilhaften Sauerstof f-Transport-Eigenschaf ten des 

20 Hamoglobins und der Hamodilutions-Eigenschaf ten der Hydroxy- 
ethylstarke . 

Das Sauerstof f-Transport-Mittel weist eine lange vaskulare Per- 
sistenz auf und die Molekuloberf lache des HSmoglobins wird durch 
25 Substituenten abgeschirmt- Oberraschenderweise wurde festge- 
stellt, dafl das Hamoglobin im erf indungsgemaBen Hamoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugat durch diesen Abschirmef f ekt daran 
gehindert wird, an toxischen Redoxreaktionen teilzunehmen . 

30 Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaflen Sauerstof f-Transport- 
Mittels besteht darin, dafl Hydroxyethylstarke und Hamoglobin als 
Konjugat gleichzeitig in hohen Konzentrationen verabreicht war- 
den konnen, ohne daiJ dadurch der kolloid-osmotische Druck erhoht 
wird. 
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Das Sauerstof f-Transport-Mittel enthalt das Hamoglobin-Hydroxy- 
ethylstdrke-Kon jugat in einer Konzentration zwischen 2 und 40 
g/cLL, bevorzugt in einer Konzentration zwischen 5 und 20 g/dL 
und besonders bevorzugt in einer Konzentration von B bis 20 
5 g/dL. Das Sauerstof f- Transport-Mittel kann ferner bekannte 
physiologisch vertragliche Trager, Verdiinnungsmittel oder Exzi- 
pienten enthalten. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird zur Herstellung des 

10 Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugates bevorzugt stroma-f rei- 
es, gereinigtes und pasteurisiertes Hamoglobin verwendet, das 
nach im Stand der Technik umfassend beschriebenen Verfahren 
gewonnen werden kann. Das Hamoglobin kann vernetzt und/oder 
polymerisiert sein. Das Hemoglobin kann menschlichen, tieri- 

15 schen, pflanzlichen oder rekombinanten Ursprungs sein. Im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung wurde iiberraschenderweise festge- 
stellt^ daJi die Abschirmef f ekte der Hydroxyethylstarke immunolo- 
gische Komplikationen verhindern, die bei der Verwendung von 
tierischem Hamoglobin zu erwarten waren- Eine bevorzugte Aus- 

20 fiihrungsform der Erfindung betrifft daher ein Sauerstof f-Trans- 
port-Mittel, welches ein Hamoglobin-HydroxyethylstSrke-Kon jugat 
enthalt, in dem das Hemoglobin tierischen Ursprungs ist. Das 
Hemoglobin kann beispielsweise bovinen, porcinen oder equinen 
Ursprungs sein. GemSfl einer besonders bevorzugten Ausfiihrungs- 

25 form der Erfindung wird fiir die Herstellung des Hemoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugates bovines Hamoglobin verwendet, das in 
isolierter Form auch ohne Vernetzung die bevorzugte Sauerstoff- 
Bindungsaf f initat aufweist. 

30 Sofern humanes Hamoglobin verwendet wird, sollte dieses mittels 
Vernetztung und/oder Polymerisation in der tetrameren Form sta- 
bills iert werden. Durch Vernetzung und/oder Polymerisation wird 
humanes Hamoglobin gleichzeitig zur reversiblen Sauerstof f -Bin- 
dung unter physiologi schen Bedingungen befahigt. Dem Fachmann 

35 sind eine Vielzahl von Verfahren zur Vernetzung oder Polymerisa- 
tion bekannt. Erf indungsgemafl kann ein beliebiges Verfahren ver- 
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wendet warden^ sofern das Hamoglobin dabei stabilisiert wird und 
die gewunschte Sauerstof f-Af f initat (P50 von 20 bis 80 mm Hg, 
bevorzugt P50 von 20 bis 50 mm Hg) erhalt. Bevorzugte Vernet- 
zungsverf ahren umfassen die intramolekulare Vernetzung mit bis- 
5 pyridoxal-Tetraphosphat (vgl. Keipert et al.. Transfusion, Vol. 
29 ( 1989), 767-773) oder Diaspirin (vgl. Snyder et al., Proc . 
Natl. Acad. Sci. USA, 84 ( 1987), 7280-7284) oder eine Vernetzung 
und Polymerisation mit oxidierter Raffinose (vgl. EP-0 646 130). 

10 Gemafl einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsform der Erfindung 
liegt das Hemoglobin vor der Kopplung an die Hydroxyethylstarke 
in desoxygenierter oder teilweise desoxygenierter Form vor. Bei 
teilweise desoxygenierten Formen sind Zusammensetzungen bevor- 
zugt, die zu 20 bis 80% aus Desoxy^Hamoglobin und zu 80 bis 20% 

15 aus Hamoglobin in anderen Derivat-Zustanden bestehen, wobei 
Zusammensetzungen aus 50 bis 80% Desoxy-Hamoglobin und 50 bis 
20% Hamoglobin in anderen Derivat-Zustanden besonders bevorzugt 
sind. Mit anderen Derivat-Zustanden von Hamoglobin werden hier 
insbesondere CO-, Oxy- und/oder Met-Hamoglobin-Derivate bezeich- 

20 net. 

Fur die Herstellung des Konjugates wird vorzugsweise Hydroxy- 
ethylstarke verwendet, die ein mittleres Molekulargewicht von 1 
bis 40 kDa aufweist, wobei Hydroxyethylstarke mit einem mitt- 

25 leren Molekulargewicht von 2 bis 20 kDa bevorzugt und Hydroxy- 
ethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht von 5 bis 
20 kDa besonders bevorzugt ist. Bevorzugte Hydroxyethylstarke 
ist ferner durch einen molaren Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 
und ein Verhaltnis von Cj : Ce-Substitution im Bereich von 2 bis 

30 20 charakterisiert . 

Erf indungsgemafl bevorzugte Hydroxyethylstarke kann durch Saure- 
hydrolyse, beispielsweise mit HCl, aus einer im Handel (Sigma) 
erhSltlichen Hydroxyethylstarke mit vergleichsweise hoherem 
35 Molekulargewicht gewonnen werden. Die Hydroxyethylstarke wird 
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anschliefiend elner Failungsreaktion unterworfen, wobei bei- 
spielsweise Aceton verwendet werden kann. 

Das Molekulargewicht des erf indungsgemaJien Hamoglobin-Hydroxy- 
5 ethyl starke-Konjugates hSngt von dem Molekulargewicht oder der 
Molekulargewichtsverteilung des eingesetzten Hamoglobins , der 
Molekulargewichtsverteilung der eingesetzten Hydroxyethylstarke 
und der Auswahl der Reaktionsbedingungen ab. Erf indungsgemafl 
werden Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugate bevorzugt, deren 
10 Molekulargewicht zwischen 100 und 700 kDa liegt, wobei ein Mole- 
kulargewicht zwischen 200 und 300 kDa besonders bevorzugt ist. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt , dafl die 
bekanntermaAen stabilisierende Wirkung von Sacchariden auf Hamo- 

15 globin (vgl. Rudolph, Cryobiology, 25.r ( 1988) 1-8) auch von der 
Hydroxyethylstarke des Konjugates ausgeht, wenn kurzkettige Hy- 
droxyethylstarke verwendet wird. Erf indungsgema/ie Sauerstoff- 
Transport-Mittel weisen gegeniiber unmodif izierten HBOC-Produkten 
somit eine verbesserte Lagerstabilitat bei 4 °C und bei Rauro- 

20 temperatur auf, Damit ist das Sauerstof f-Transport-Mittel iiber- 
raschenderweise selbst zum Trager der vorteilhaft stabilisieren- 
den Eigenschaften der Saccharide geworden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die Verfahren 
25 2ur Herstellung der Sauerstof f-Transport-Mittel , die ein H^mo- 
globin-HydroxyethylstSrke-Kon jugat enthal ten . Diese Verfahren 
ennoglichen erstinals eine selektive Bindung von Hamoglobin an 
Hydroxyethylstarke, wodurch ein Sauerstof f -Transport-Mittel ent- 
steht . Das Konjugat wird in einem mehrstuf igen Verfahren herge- 
30 stellt, bei dem man die reduzierenden Endgruppen von Hy- 
droxyethylstarke zunMchst oxidiert und anschlieftend Hamoglobin 
uber freie Aminogruppen mittels Amidbindungen an die oxidierten 
Endgruppen der Hydroxyethylstarke koppelt. 

35 Als Ausgangsmaterial fiir das Verfahren wird vorzugsweise Hy- 
droxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht von 1 bis 
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40 kDa verwendet, wobei Hydroxyethylstarke mit einem raittleren 
Molekulargewicht von 2 bis 20 kDa bevorzugt und Hydroxyethyl- 
starke mit einem mittleren Molekulargewicht von 5 bis 20 kDa 
besonders bevorzugt ist, Bevorzugte Hydroxyethylstarke ist fer- 
5 ner durch einen inolaren Substitutionsgrad von 0^1 bis 0,8 und 
ein Verhaltnis von : C^-Substitution im Bereich von 2 bis 20 
charakterisiert . 

Im Rahmen der Erfindung wird fiir die Herstellung des Sauerstof f- 
10 Transport-Mittels bevorzugt stroma-f reies , gereinigtes, pasteu- 
risiertes, vernetztes und/oder polymerisiertes Hamoglobin ver- 
wendet. Das Harooglobin kann dabei menschlichen, tierischen, 
pflanzlichen oder rekombinanten Ursprungs sein. Iro Rahmen der 
vorliegenden Erfindung wird bovines Hamoglobin bevorzugt, da es 
15 in isolierter Form eine Sauerstof f-Bindungsaffinitat aufweist, 
die eine reversible Sauerstof f-Bindung unter physiologischen 
Bedingungen ermoglicht. 

Nach einem bevorzugten Verfahren der Erfindung werden die redu- 
20 zierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke oxidiert, indem man 
die Hydroxyethylstarke zunachst mit einer lod enthaltenden Lo- 
sung vermischt und danach Kaliumhydroxyd-L5sung dazugibt. 

Nach einem weiteren bevorzugten Verfahren der Erfindung wird das 
25 Hamoglobin in einem zweiten Schritt an die oxidierten Endgruppen 
von Hydroxyethylstarke gebunden. Die Reaktion kann bei- 
spielsweise durch Vermischen der Einzelkomponenten bei 40^C 
durchgefuhrt werden. Dabei kommt es zu einer nukleophilen Sub- 
stitutionsreaktion zwischen einer freien Aminogruppe des Hamo- 
30 globins und dem Lacton der Hydroxyethylstarke, wobei eine Amid- 
bindung entsteht, durch die Hamoglobin an die oxidierte reduzie- 
rende Endgruppe der Hydroxyethylstarke gebunden wird. 

ErfindungsgemaJi hat es sich demgemaB iiberraschenderweise ge- 
35 zeigt, daB nach dem Verfahren von Hashimoto et al . (Kunststof fe, 
Kautschuk, Fasern, (1992) 1271-1279) zur Herstellung von 
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Block-Copolymeren aus Polysacchariden und Polyamiden, gereinig- 
tes HSmoglobin, das intra- und/oder intermolekular vernetzt sein 
kann, so an oxidierte Hydroxyethylstarke gebunden werden kann, 
dafl ein besonders vertragliches Sauerstof f-Transport-Mittel ent- 
5 steht. Unter Verwendung der erfindungsgemMDen Lehre laflt sich 
die Synthese eines Hamoglobin-Kon jugates erstmals soweit kon- 
trollieren, dafl tetramere Hamoglobin-Formen an Hydroxyethylstar- 
ke gebunden werden, ohne dafl ein nennenswerter Anteil an uner- 
wiinschten hochmolekularen Hamoglobin-Formen entsteht . 

10 

GemSfl einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erf indung werden die 
Reaktionsbedingungen so ausgewahlt, dafl ein Hamoglobin-Hydroxy- 
ethylstSrke-Konjugat entsteht, welches ein Molekulargewicht zwi- 
schen 80 und 800 kOa aufweist, wobei ein Molekulargewicht zwi- 
15 schen 100 und 500 und insbesondere zwischen 150 und 400 kDa 
bevorzugt ist. 

Nach dem erf indungsgemaflen Herstellungsverf ahren erfolgt eine 
annahernd quantitative Umsetzung des Hemoglobins mit der Hy- 

20 droxyethylstarke . Es verbleiben somit auch kaum niedermolekulare 
Hamoglobin-Formen im Reaktionsansatz , wobei ein Gehalt von weni- 
ger als 5% an nicht konjugierten Hamoglobin-Formen bevorzugt 
ist, Demgemafl werden in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form der Erf indung nach der Kopplung von Hamoglobin und Hydroxy- 

25 ethyls tarke keine aufwendigen Reinigungverf ahren ben5tigt, um 
das gewiinschte Reaktionsprodukt zu isolieren. 

Gemafl einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erf indung 
liegt das Hamoglobin vor der Kopplung an die Hydroxyethylstarke 

30 entweder in vollstandig desoxygenierter Oder teilweise desoxyge- 
nierter Form vor. Bei einer teilweise desoxygenierten Form sind 
Zusammensetzungen bevorzugt, die zu 20 bis 80% aus Desoxy-HSmo- 
globin und zu 80 bis 20% aus Hamoglobin in anderen Derivat-Zu- 
st^nden bestehen, wobei Zusammensetzungen aus 2 0 bis 80% Desoxy- 

35 Hamoglobin und 80 bis 20% HSmoglobin in anderen Derivat-Zustan- 
den besonders bevorzugt sind. 



-wo 98/01158 



PCT/EP97/03527 



10 



15 



20 



- 13 - 

Die Desoxygenierung des HeLmoglobins kann mittels beliebiger 
chemlscher oder physikalischer Verfahren erfolgen. Dabei wird 
Hamoglobin entweder mit chemischen Reduktionsmitteln wie Na- 
Ascorbat, Glutathione N-Acetyl-Cystein oder N-Acetyl-Methionin 
versetzt oder mittels einer Gas-durchlassigen Merabran gegen 
inertes Gas, wie Nzr He oder Ar, zirkuliert. 

In einem besonders bevorzugten Verfahren wird Cystein oder Ace- 
tyl-Cystein als Reduktionsmittel verwendet . Die Reduktion wird 
durchgefiihrt, bis der Oxy-Hamoglobin-Gehalt weniger als 5% be- 
trSgt, wobei ein Gehalt von weniger als 1% bevorzugt ist. Der 
Gehalt an Met-HSmoglobin sollte weniger als 5% betragen, wobei 
ein Gehalt von weniger als 3 oder 1% und insbesondere ein Gehalt 
von weniger als 0,5% bevorzugt ist. 



Gemafl einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung wird fiir die Herstellung des Hamoglobin-Hydroxyethyl- 
starke-Konjugates eine Hamoglobin-LSsung verwendet, in der das 
Hamoglobin zu 20 bis 80% aus Desoxy-Hamoglobin und zu 80 bis 20% 
aus Hamoglobin in anderen Derivat-ZustSnden besteht. Zur Her- 
stellung einer derartigen HSmoglobin-Lesung kann Oxy-HSmoglobin 
teilweise desoxygeniert werden oder Desoxy-Hamoglobin teilweise 
oxygeniert werden. Entsprechend der Derivat-Form der Ausgangs- 
Hamoglobin-Losung sowie der gewunschten und erf indungsgemafl 
25 bevorzugten Hamoglobin-Derivat-Zusammensetzung kann eine Hamo- 
globin-Losung ferner entweder mit Kohlenmonoxid-Gas in die sta- 
bile co-Form iiberfUhrt und/oder mit Sauerstoff oder Oj-haltigen 
Gasen oxygeniert und/oder mit Stickstof f oder anderen Inertgasen 
desoxygeniert werden. Der Gas-Austausch kann dabei nach beliebi- 
30 gen Stand der Technik beschriebenen Verfahren durchgefuhrt wer- 
den. Bevorzugte Verfahren umfassen die Begasung einer Desoxy- 
HSmoglobin-Losung mit Sauerstoff oder mit einem Gas, das Sauer- 
stoff enthalt, oder eine chemische Teil-Reduktion des Oxy-Hamo- 
globins mit einem Reduktionsmittel, wie beispielsweise Na-Dit- 
35 hionat, Na-Ascorbat oder Na-Bisulfit. 
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Nach Abschlui) der Reaktion kann das Reduktionsmittel beispiels- 
welse durch Ultrafiltration abgetrennt werden* In einer bevor- 
zugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung wird die Ultrafiltration 
mittels einer Membran durchgefiihrt , die das gewiinschte Produkt 
5 im Retenat zuriickh^lt . 

Nach einem besonders bevorzugtem Verfahren der Erfindung wird 
das Hamoglobin anschlieDend unter Nj-Begasung lyophilisiert . 

10 In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung wird HydroxyethylstSrke an den reduzierenden Endgrup- 
pen selektiv oxidiert, indem eine wassrige Ldsung aus fraktio- 
nierter Hydroxyethylstarke (MG < 10 kDa) zunSchst mit einer 0,1 
N lodlosung versetzt wird. Anschliefiend wird bei Raumtemperatur 

15 (RT) 0.1 N KOH Losung zugegeben, bis die vom Jod stairanende Farbe 
verschwindet . Dieser Schritt wird ein- oder mehrmals wiederholt 
und die Mischung anschlieJiend fiir weitere 30 min geriihrt. Danach 
wird die Losung einer Dialyse unterworfen, wobei die Dialysemem- 
bran ein Ausschlul3volumen aufweist, welches das gewiinschte Pro- 

20 dukt (hier oxidierte Hydroxyethylstarke) im Retenat zuriickhalt. 
Nach chromatographischer Reinigung durch eine Kationen-Austau- 
scher Saule wird die Losung lyophilisiert, wobei die Kationen- 
Austauschchromatographie auch vor der Dialyse erfolgen kann. 

25 GexnSlA einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung erfolgt die Bindung des Harooglobins an die selektiv 
oxidierte Hydroxyethylstarke, indem Hamoglobin zunMchst in DMSO 
Oder anderen geeigneten nicht-wassrigen Losungsmitteln aufgenom- 
men und in eine Dreihals-Rundbodenf lasche iiberfiihrt wird. Dazu 

30 wird bei 40*^0 langsam eine in DMSO aufgenommene Losung zu einer 
nach obigen Verfahren oxidierten Hydroxyethylstarke gegeben . Die 
Reihenfolge dieser Schritte ist jedoch beliebig, Hamoglobin kann 
also auch zu einer Hydroxyethylstarke-Losung gegeben werden . 

35 Nach 25-stundigem Riihren bei 40*^0 wird der Riickstand iiber Gel- 
permeationschromatographie (GPC) oder Dialyse und/oder Ultrafil* 
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tration gereinigt und so vom L5sungsmit:t:el befreit. Die Moleku- 
largewichtszunahme der HSmoglobinpraparationen la/it sich direkt 
inittels SDS-PAGE sowie nicht-denaturierender Gelelektrophorese 
Oder aber Ultrazentrif ugation (Dichtegradienten- Oder Sedimenta- 
5 tionsgleichgewichtszentrif ugation) ermitteln. Des weiteren eig- 
nen sich gangige chromatographische Methoden wie die SEC (Gro- 
BenausschluBchromatographie ) oder Diinnschichtchromatographie 
(TLC) zur Bestimmung der MolekiilgrSfle. Af finitatschroitiatographi- 
sche Verfahren (HIC, RPC) sowie die lEC ( lonenaustauschchromato- 

10 graphie konnen ebenso die lEP (isolektronische Focussierung) zur 
Ermittlung modif ikationsbedingter Anderungen im physikalisch- 
chemischen Molekulverhalten verwendet werden. Der Substitu- 
tionsgrad laflt sich durch ^H-NMR, "c-NMR, Massenspektrometrie 
bzw. Kapillar-Elektrophorese (CE) quantif izieren . Fur diesen 

15 Zeck eignet sich ferner die colorimetrische Methode zur Bestim- 
mung freier Aminogruppen in Proteinen mittels TNBS (Habeeb et 
al.. Anal. Biochera. , 14, 328 [ 1966]) in Verbindung mit einem 
Protein-Test (Bradford, Lowry, Biuret) oder der Stickstoff be- 
stimmung nach Kjeldahl. 

20 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Sauerstof f-Transport-Mittel, 
die Hydroxyethylstarke-Hamoglobin-Konjugate und Albumin enthal- 
ten. Das Albumin kann dabei menschlichen, tierischen oder rekom- 
binanten Ursprungs sein und wird bevorzugt als wassrige Losung 
25 eingesetzt. Das Sauerstof f -Transport-Mittel enthalt Albumin 
bevorzugt in einer Konzentration von zwischen 2 und 20 g/dL, 
wobei Konzentrationen zwischen 5 und 15 g/dL bevorzugt sind. 

In erf indungsgemaB bevorzugten Sauerstof f-Transport-Mitteln kann 
30 das GewichtsverhSltnis von dem Hamoglobin-Hydroxyethylstarke- 
Konjugat zu Albumin von 1:10 bis 4:1 betragen. Da das Albumin 
v^esentlich preiswerter ist als das Konjugat und zur Erzielung 
des gewiinschten osmotischen Druckes in dem Sauerstof f -Transport- 
Mittel verwendet werden kann, sind Sauerstof f -Transport-Mittel 
35 mit einem vergleichsweise hohen Anteil an Albumin und einem 
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geringen Anteil an Hamoglobin-Hydroxyethylstake-Kon jugaten be- 
sonders bevorzugt . 

Die Erfindung betrifft ferner Sauerstoff -Transport-Mi ttel , die 
5 Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugate und Albumin enthalten, 
und eine besonders gute vaskulare Vertraglichkeit aufweisen. 
Gem^i) einer besonders bevorzugten Ausf iihrungs f orm der Erfindung 
werden dafiir die beschriebenen Kon jugate mit Albumin, vorzugs- 
weise mit humanem Serumalbumin vermischt, welches zuvor mit 

10 Stickstoffmonoxid gesclttigt wurde. Hainoglobin und Albumin be- 
sitzen die Eigenschaft NO in N-Nitroso-Form zu komplexieren 
(vgl- Keaney et al.^ J, Clin, Invest., Si/ (1993) 1582-1589). 
Vernetzte HBOC-Produkte besitzen in der Regel keine kooperativen 
Eigenschaften mehr. Daher fehlt ihnen die FMhigkeit zur koopera- 

15 tiven NO-Bindung. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde 
tiberraschenderweise gefunden, daJi dieser Mangel der HSmoglobin- 
HydroxyethylstSrke-Kon jugate kompensiert werden kann, indem ein 
Sauerstof f-Transport-Mittel verwendet wird, das neben dem Kon- 
jugat eine Albuminlosung enthalt, die NO komplexiert hat. Dabei 

20 erfolgt die Sattigung von Albumin mit NO durch Begasen einer 
Albuminl&sung mit NO unter Sauerstof f-AusschluB . Die vaskulare 
Vertraglichkeit des Produkts wird dadurch weiter verbessert- 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung 
25 der erf indungsgemSBen Sauerstof f-Transportmolekiile und der Zu- 
sammensetzungen aus den HSmoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugaten 
und Albumin als Blutersatzstof f , Plasma-Expander, Perfusions- 
mittel, Hamodilutionsmittel und/oder als kardioplegische Losung. 
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BEISPIBL: Herstellung eines Hfiinoglobin-Hydroxyethylstarke- 

Konjugat.es 

A.l nvidatio n der redn i erenden Endaruppen von 
5 Hydroxvei -hYl Starke ; 

Nach einera bevorzugten Verfahren der Erfindung werden die redu- 
zierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke selektiv oxidiert. 
Zu einer in weniger als 3 ml deionisiertem Wasser auf genommenen 

10 LOsung aus fraktionierter Hydroxyethylstarke (MG < 4 kDa; einge- 
wogene Menge ca. 0,56 iranol) wurden zunachst tropfenweise 2 ml 
einer 0,1 N lodlosung gegeben. Anschlieflend erfolgte die Zugabe 
von ca. 3,3 ml einer 0,1 N KOH-L5sung bei Raumtemperatur , bis 
die vom lod staminende Farbe verschwand. Durch Wiederholung der 

15 o.a. Schritte wurden 14 ml lodlosung und 23 ml KOH-Losung zu dem 
Reaktionsansatz gegeben und die Mischung anschlieflend fiir weite- 
re 30 min geriihrt. 

AnschlieBend vmrde die Losung an einer Kationen-Austauscher- 
20 saule (Amberlite IR 120, H*-Form) chromatographisch gereinigt. 
Nach Diafiltration uber eine regenerierte Cellulose-Membran 
{Millipore PLAC 076 10) mit einer Ausschluflgrenze von 1000 Da 
wurde die ankonzentrierte LSsung lyophilisiert . Die Kationen- 
Austausch-Chromatographie kann jedoch auch nach der Diafiltra- 
25 tion erfolgen. Die Ausbeute lag in einer Grofienordnung von 80- 
90 %. 

^ fiTl-^T-nativ»« v«=>rfahr ^n ^i.r Oxidation der redugjgffepdeyi Epd- 
yrunpen ^r,n Hvdrnxyethvlstarke ; 

30 

ZU einer in weniger als 3 ml deionisiertem Wasser auf genommenen 
LSsung fraktionierter Hydroxyethylstarke (MG < 10 kDa; ca. 5 g) 
wurden zunBchst tropfenweise 2 ml einer 0.1 N lodlosung gegeben. 
Anschliefiend wurde bei Raumtemperatur (RT) 0.1 N KOH Losung 
35 zugegeben, bis die vom Jod stammende Farbe verschwand. Durch 
Wiederholung des o.a. Schrittes wurden 14 ml Jodlosung und 2 3 ml 
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KOH-Losung zu dem Reaktlonsansatz gegeben und die Mischung an- 
schlieBend fiir weitere 30 min geriihrt. Danach wurde die Losung 
einer Dialyse mit einem AusschluDvoluroen der Dialysemeinbran von 
etwa 9 kDa unterworfen. Nach chromatographischer Reinigung an 
5 einer Kationen-Austauscher Saule (Axnberlite IR-120) wurde die 
L5sung lyophilisiert . Die Ausbeute lag in einer Gr6i3enordnung 
von 85%. 

B. 1 Desoxvae nieruna von Hamoalobin durch Beaasen; 

10 

Bovines Hamoglobin in einer Konzentration von 6 g/dL in 0,5 M 
NaCl, 0,1 M NazHPO^ und 0,05 M NaHCOa wurde durch Begasen desoxy- 
geniert. Das Hemoglobin lag zunSchst zu 94 bis 96% in der CO- 
Form vor. Die Desoxygenierung erfolgte in einem geschlossenen 

15 BehMlter, in dem die HSmoglobin-Losung uber einen Gasaustauscher 
zirkuliert wurde, wahrend die Membran kontinuierlich zunachst 
fur eine partielle Oxygenierung mit Oj und anschlieflend mit N2 
bei einem Druck von 10 p.s.i, begast wurde. Bei einem Gehalt von 
70% Desoxy-Hamoglobin wurde die Desoxygenierung beendet . An- 

20 schlieflend wurde das Hamoglobin unter Nz-Begasung lyophilisiert. 

B. 2 Desoxvoenierunq von Hamoalobin mit tels chemischer — fiQduK" 
tionsmittel; 

25 Bovines Hamoglobin in einer Konzentration von 6 g/dL in 0,5 M 
NaCl, 0,1 M NajHPO* und 0,05 M NaHCOj wurde chemisch reduziert- 
Dafur wurde die HSmoglobin-Losung mit 100 mM Na-Disulfit ver- 
setzt. Nach einer Stunde bestand die resultierende Losung zu 75% 
Desoxy-Hamoglobin- Das Na-Disulfit wurde mittels Ultrafiltration 

30 bei einer Membran-Ausschluflgrenze von 50 kDa abgetrennt • An- 
schlieBend wurde das Hamoglobin unter Nj-Begasung lyophilisiert. 
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Koppluna von Hamoalobin an die oxidierten Endaruppen von 
Hydroxvethyl s t arke : 

Jewells etwa 1 bis 1,5 g des in den Schritten B.l und B,2 herge- 
5 stellten Hamoglobins wurde in 15 ml DMSO aufgenonunen und in eine 
100 ml Dreihals-Rundbodenf lasche iiberfuhrt. Hierzu wurde bei 
40®C langsam eine in 0.5 ml DMSO aufgenommene Losung von gema/3 
A. oxidierter HydroxyethylstSrke gegeben. Nach ein- bis zwei- 
tagigen Riihren bei 40°C wurde der Riickstand (iber Dialyse vom 
10 lidsungsmittel befreit und mit Hilfe der Diaf iltration ankonzen- 
triert. Die Reinheit des Produktes, insbesondere die Abtrennung 
von Ausgangsprodukten, kann durch Einbeziehung von Standard- 
Chromatographieverf ahren und Ultrafiltration weiterhin verbesert 
werden . 

15 

Der Erfolg der Kopplungsreaktion wurde anhand von Gelpermea- 
tionschromatographie nachgewiesen . 
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patentftiispyUghe 

1. Sauerstof f-Transport-Mittel enthaltend ein Hamoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Kon jugat , dadurch gekennzelchnet , dafl das 
Hamoglobin und die Hydroxyethylstarke in dera Konjugat selek- 
tiv iiber Amidbindungen zwischen freien Aminogruppen des 
Myoglobins und der in oxidierter Form vorliegenden reduzie- 
renden Endgruppe der Hydroxyethylstarke miteinander ver- 
kniipft sind. 

2. Sauerstof f-Transport-Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das HSmoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat im 
Sauerstof f-Transport-Mittel in einer Konzentration zwischen 
2 und 40 g/dL vorliegt. 

3. Sauerstof f-Transport-Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat im 
Sauerstof f-Transport-Mittel in einer Konzentration zwischen 
5 und 20 g/dL vorliegt. 

4. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 

3, dadurch gekennzelchnet , dafl das Hamoglobin menschlichen, 
tierischen, pflanzlichen oder rekombinanten Ursprungs ist. 

5. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzelchnet, dafl das Hamoglobin bovinen Ur- 
sprungs ist . 

6. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 

5, daduzT:h gekennzelchnet, dafl das Hemoglobin vor der Kopp- 
lung an die Hydroxyethylstarke als Desoxy-HSmoglobin oder 
als Mischung aus Desoxy-Hamoglobin und Hamoglobin in anderen 
Derivat-ZustSnden, wie CO-, Oj oder Met-Hamoglobin, vor- 
liegt . 
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7. sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 
6, dadurch gekennzeichnet , daB das HSmoglobin vor der Kopp- 
lung an die HydroxyethylstSrke als Mischung von Desoxy-Hamo- 
globin und Oxy-Harooglobin vorliegt, wobei der Anteil von 
Desoxy-Hamoglobin 20 bis 80% und der Anteil von Hamoglobin 
in anderen Derivat-ZustSnden 80 bis 20% betragt. 

8. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 
1, dadurch gekennzeichnet, daJi das Hamoglobin vernetztes 
und/oder polymerisiertes Hamoglobin ist. 

9. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dali die Hydroxyethylstarke ein 
mittleres Molekulargewicht von 1 bis 40 kDa aufweist. 

10. Sauerstof f-Transport-Mittel nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/i die Hydroxyethylstarke ein mittleres Mole- 
kulargewicht von 2 bis 20 kDa aufweist. 

11. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 

10, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke einen 
molaren Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis 
von Cz : C^-Substitution im Bereich von 2 bis 20, jeweils 
bezogen auf die Hydroxyethylgruppen aufweist. 

12. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 

11, dadurch gekennzeichnet, dafl das Mittel ferner Albumin 
enthalt . 

13. sauerstof f-Transport-Mittel nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dan das Albumin Seruroalbumin roenschlichen, 
tierischen, pflanzlichen oder rekombinanten Ursprungs ist. 

14. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspruche 12 oder 
13, dadurch gekennzeichnet, dafl das Albumin in einer Konzen- 
tration zwischen 2 und 20 g/dL vorliegt. 
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15. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 12 bis 

14, dadurch gekennzelchnet: , daA das Gewlchtsverhaitnis von 
dem HSmoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat zu Albumin iin 
Bereich von 1:10 bis 4:1 liegt. 

16. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 12 bis 

15, dadurch gekennzeichnet , daB das Albumin vor Zugabe zu 
dem Konjugat in wassriger Losung mit Stickstof fmonoxid (NO) 
gesSttigt vorliegt- 

17. Sauerstof f-Transport-Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, dafl das Mittel als wassrige 
L&sung oder als Lyophilisat vorliegt. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Sauerstof f-Transport-Mittels 
enthaltend ein Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon jugat , da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 man die reduzierenden Endgruppen 
von Hydroxyethylstarke zunachst oxidiert und anschlieflend 
Hamoglobin iiber freie Aminogruppen mittels Amidbindungen an 
die oxidierten Endgruppen der Hydroxyethylstarke koppelt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
die Oxidation der reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethyl- 
starke durchfiihrt, indem man Hydroxyethylstarke zunachst mit 
einer lod enthaltenden Losung vermischt und danach Kaliumhy- 
droxyd-Losung zugibt. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 oder 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/i man die Verkniipfung der freien Aminogrup- 
pen des Hamoglobins mit den in oxidierter Form vorliegenden 
reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke durchfiihrt, 
indem man die Einzelkomponenten bei 40 °C vermischt. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das Hamoglobin roenschlichen, tierischen, 
pflanzlichen oder rekombinanten Ursprungs ist. 
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22. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet , dali das Hamoglobin bovinen Ursprungs ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Hamoglobin vor der Kopplung an die 
Hydroxyethylstarke als Desoxy-Hamoglobin oder als Mischung 
aus Desoxy-Haiaoglobin und Hamoglobin in anderen Derivat- 
Zustanden, wie CO-^ O2 oder Met-HSmoglobin, vorliegt. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das HSmoglobin vor der Kopplung an die 
Hydroxyethylstarke als Mischung von Desoxy-Hamoglobin und 
Hamoglobin in anderen Derivat-Zustanden vorliegt, wobei der 
Anteil von Desoxy-Hamoglobin 20 bis 80% und der Anteil von 
Hamoglobin in anderen Derivat-Zustanden 80 bis 20% betragt. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das Hamoglobin vernetztes und/oder poly- 
merisiertes Hamoglobin ist. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Hydroxyethylstarke ein mittleres Mole- 
kulargewicht von 5 bis 40 kDa, einen molaren Subs titutions- 
grad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von C2 : Cg-Substitu- 
tion im Bereich von 2 bis 20, jeweils bezogen auf die Hy- 
droxyethy Igruppen , au f weis t . 

27. Verwendung eines Sauerstof f-Transport-Mittels nach den An- 
spruchen 1 bis 17 oder hergestellt nach den Anspruchen 18 
bis 25 als Blutersatzstof f , Plasma-Expander, Perf usionsmit- 
tel, Haroodilutionsmittel und/oder kardioplegische Losung. 



